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Abstract 


Detecting analytes in a sample, comprises providing a solid phase of a nonporous carrier with two 
separated immobilized anaiyte-specific receptor test areas contacting the sample, solid phase and 
signal-providing marker molecule labeled free-analyte-specific receptor labeled, and detecting the 
generated signal on the test areas and aeiet mining the presence or am.ouni of anaiyte in the 
sample - DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also inciudeo :or the foitovving. 
(1 j the sciia phase used ir. tne metnod aoove - i2j the use of the solid pnase as pan of ar. 
immunoassay; and - (3; a lest kit for carrying out the method above, comprising the solid pnase of 
(1) and detection reagents 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnomnien 

(g) Verbesserung von Bindeassays durch Multiepitopanalyse und Kombination von Antigen- und 
Antikdrper-Bestimmung 

@ Es wird ein Verfahren zum Nachweis eines Analyten in 
einer Probe beschrieben, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase, die einen nicht porosen 
Trager und mindestens zwei raumlich getrennte Testfla- 
chen umfaBt, wobei die Testflachen jeweils unterschiedli- 
che, immobilisierte analytspezifische Rezeptoren enthal- 
ten, 

(b) Inkontaktbrlngen der Probe mit der Festphase und el- 
nem zweiten analytspezifischen Rezeptor, der eine signal- 
gebende Gruppe tragt oder mit einer signalgebenden 
Gruppe bindefahig ist und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge 
des Analyten durch Bestimmung der signalgebenden 
Gruppe auf der Festphase. 


o 

00 

00 
CO 

00 
0> 


lU 


DE 198 38 802 A 1 


Beschreibung 

Die Edindung bLMriiTi cin Vcrfahrcn /.uiii Nachweis eincs odcr inehrcrcr Analytcn in cincr Probe, wobei dcr Nachwcis 
dcs Analyien mil unterschiediichcn, an den Analylen bindefahigcnReagcn/Jen gcfiihrl wird. Wciicrhin unifaBi die Hrfin- 
S dung eine Feslphase ziini Nachwcis eines Analylen, wobei die Feslphase einen nichlfWTOsen Tragcr und rauinlich ge- 
trcnnlc Tcslllachen unilaKi, wobei jcde Teslflachc unlerschiedlichc Rcagcnzien enlhail. Die lirfindung bctriffl auch ein 
Verfahren zur gieichzeitigcn Besliiiiniung eincs Antigens und eines spezifisch gegcn dieses Anligcn gerichicien Aniikor- 
pcrs sowie eine Feslphase zur Durchfuhrung dieses Verfahrcns. 

liine Vielzahl von Analylen kann durch ininiunoiogischc Nachweisverl'ahren besiinunt werden. Seiche iininunolo- 

10 gische Nachweisverfahrcn nuizen die spczifische Bindefahigkcii von Analyien mil besiininiien Reagenzicn, wie bei- 
spiclsweise Aniigcn-Anlikorper-Wechsetwirkungen. Grundsaizlich konncn irnniunologische Bestiininungen in eincr 
Rcihe von Testfonnaten durchgefuhrl werden, wie eiwa deni Sandwichlesi format; dcm indircktcn Tcstfonnat, deni 
Riickiitralionsfoniial oderdeiii Rruckenformat- 

Ein zuverlassiger Nachweis von Inlektionserkrankungen, z. B. einer Infizierung mil Viren wie eiwa HIV, HBV oder 

15 HCV, ist von besondereni Inieresse, uni die Erkrankung bei belroftenen Personen moglichsl iViihzeiiig diagnosiizieren zu 
konnen. Im Allgenieinen werden inimunologische Bestimitiungen von Antikorpem gegen HIV, HBV oder ?ICV ini in- 
dircklcn Testrorntat oder mitlels Briickenforniat durchgefiihn. Zun) Nachweis der Aniikorper werden dabci zumeisi Ge- 
niische verschicdener Proieine bzw. Peptide verwendei, die Epitope aus der Core- und Envelope-Region des Erregers 
uinfassen. Dieses Gemisch wird auf eineni Trager, d. h. einer Feslphase, immobilisiert. Da die Einslufung als HlV-posi- 

20 tiv fiir den Einzelnen von groBer Bedeutung isl und falsch positive Er^gebnisse fatale Folgen habcn konnen, ist es derzeii 
noiwendig, alle bei dieser immunologischen Bestinimung in Roulinelesis erhaltenen posi liven Er^ebnisse in einem Be- 
slaiigungsiest zu uberpriifen. Als Beslaligungslesl wird ubiicherweise ein Weslernblol verwendei, bei dem die ein/^lnen 
Proleinbestandleiie eines Viruslysals auf einen porosen Trager aufgeblotict sind. Iiii Fall von HCV isi es allerdings sehr 
schwierig, den Virus zu ziichten. Deshalb wird hier als Bestatigungslest kein Weslernblol niil Virusiysai sondern ein 

25 RIB A (Recombinant Inimunobiol Assay) durchgefiihrt, bei deni es sich uni einen Iminunodotblot, der rekoiiibinantc Pro- 
ieine bzw. Peptide als Testreagenzien uinfaBt, handelu 

Ein groBcr Nachtcil dcr dcrzcit vcrwcndctcn Roulinelesis bcstchl darin, dafi jc nach Anaiyi Gcmischc von 5 bis 10 
oder rnehr Anligenen zum Nachweis eingesetzt werden. Zwar werden die Roulinelesis laufend verbessert, ein vollstan- 
diger Verzichl auf Bestaligungstesis konnle jedoch noch nichr crreichi werden. Beispieisweise wird im Enzyniun® HIV- 

30 Test (Boehringer Mannheim) ein Gemisch aus ca. 5 verschiedenen Anligenen verwendei, welche fiir den Nachweis so- 
wohl bioiinylierl als auch Digoxigenin-markierl sind. Obwohl der Test gut funklionierl, bedeuiet die Verwendung von 
Antigengemischen niil einer derart hohen Anzahl verschicdener Antigene, daB die einzelnen auf der Feslphase imniobi- 
lisierlen bzw. gebundenen Antigene nichl mehr in einer fiir den Nachweis optimalen Konzenlration vorliegen konnen. 
Die Bindekapazilat der Feslphase ist bei eineni solchen Gemisch aus einer Vielzalil von Komponenteii nichl mehr aus- 

35 reichend, um alle Antigene in der optimalen Konzenlration zu binden. Weilerhin hat die Verwendung eines Anligen-Ge- 
misches bei der Beschichlung einer Testflache zur Folge, daB die verschiedenen Antigene uni die Bindungsstellen auf der 
Feslphase kompetieren und die unterschiediichcn GroBenverhallnisse zu unlcrschiedlichen Dift'usionsgeschwindigkeilen 
und zu unlerschiedlichen sterischen Effeklen fuhren. Bei einer Direktbeschichtung werden z. B. hydrophobe Antigene 
bevorzugt an die Kunstsioffoberfliiche gebunden, wahrend gleichzeitig hydrophilere Antigene verdrangi werden. Dies 

40 fiihrt dazu, daB zum einen nur schlechi reproduzierbare Ergebnisse erhallen werden und zum anderen die Konzenlration 
bestimniler Antigen-Epilope so gering wird, daB ein signifikanler Nachweis nichl mehr moglich ist. 

Ein weilerer Nachteil der Verwendung von Antigengemischen in Roulinelesis liegt darin, daB durch das Gemisch un- 
lerschiedlichcr Antigene die Gefahr einer erhohten unspezifischen Bindung deutlich gesteigerl wird, was wiederum zu 
einem Anstieg falsch positiver Ergebnisse fuhn. Dies bewirkl, daB bei den bisher verwendeten Roulinelesis dieCul-ofl- 

45 Grenze relaliv hoch gesetzt werden muB und somil Sensiiivilat verioren gehi. Vor allem im Weslernblol nimml aufgrund 
von im Virusiysai vorliegenden Fremdproteinen die Zahl der falschpositiven Ergebnisse autgrund unspezifischer Bin- 
dung deuthch zu, so daB mindestens 2 reaklive Banden fiir ein positives Ergebnis gefordert werden. 

Es wurde versucht, die Sensitivitai dieser Nachweisverfahrcn weiter zu verbessem. EPO 461 462 Al beschreibi einen 
Immunoassay zum Nachweis von viralen Aniikorpem mil Hi lie eines indirekten Testkonzepts. Bei dem in 

50 EP 0 461 462 Al beschricbencn Immunodoibloi werden anstelle eines iiblichen Viruslysats aufgereinigte rekombinante 
Proieine einzcln in diskrclen Testflachen auf einen porosen Trager aufgelragen, wobei ein Testfonnal erhallen wird, das 
aufgrund der Verwendung aufgereinigter Proieine sensitiver als ein Weslernblol isl. 

EPO 627 623 Al bclrifft ein Verfahren zum Nachweis von viralen Antikorpem in eincr Probe mitlels Briickenkon- 
zepl . Auch bei diesein Verfahren handelt es sich um einen RIBA (Recombinant Immunoblot Assay), bei dem mehrere 

55 Antigene raumlich getrennt auf eine Feslphase aus einem porosen Material aufgebrachl werden; wobei auf die Notwen- 
digkeit der Verwendung einer Feslphase aus porosem Material hingewiesen wird, 

EP 0 445 423 A2 betrifft ein Verfahren zum Nachweis von HCV- Antikorpem mil ?Iilfc mehrerer Epitope eines ?ICV- 
Anligens. Auch in EP 0 445 423 A2 wird ein Immunodotassay zur Antikorperbesliimiiung beschrieben, wobei eine ho- 
here Sensilivitat durch die Verwendung besiimmter, verbesserter Antigene erzielt wird. 

60 ' Bei diesen im Si and der Technik beschriebenen Vertahren ist jedoch aufgrund der Verwendung eines porosen Tragers 
das definierle Autl)ringen einer vorbeslimmten Reagenzmenge schwierig. Insbesondere bestehi die Gefalir des Ineinan- 
derlaufens der einzelnen aufgebrachten TeslspoLs. Diese Nachteile werden uni so gravierendcr, jc kleincr die aufgebrach- 
ten Spots werden, so daB diese Verfahren insbesondere fiir miniaturisierle Teslsysleine nicht geeigncl sirid. AuBerdem ist 
die Handhabung von Papiersireifen schwer aulonialisierbar und soiriii als Routinetest nichl denk bar. 

65 Eine Aufgabc der Erfindung bestand deshalb darin, ein Verfahren bereitzusiellen, durch das die im Stand der Technik 
auftrclenden Nachteile zumindcsl leilweise beseitigt werden konncn. - . 

Diese Aufgabe wird crfindungsgcmaB gclosi durch ein Verfahren zum Nachweis eincs Analylen in einer Probe, um- 
fassend die Schrilte: • . • 
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(a ) BcTcilsicllcn cincr Fcsl phase, die einen nichlporoscn Tracer unci luindcsicns /wei rauinlich tietrennle '1 est Aa- 
chen uinlaBl, wobei die TesinUchen jeweils unicrschiedlichc. ininiobilisicnc anaiyispc/ihsche He/x-'pioren cnihal- 
len, 

(b) Inkoniakibringen dcr Probe init der I'csiphasc und niindesicns eincni frcien analyispezifischcn Re/epior, der 
cine signalgcbcndc Gnippc iragi odcr ciner signalgebcndcn Gnippc bindelahig isi. und 

(c) Nachwcisen des Vortiandcnscins oder/und der Mengc dcs AnaJyicn durch Besiininiung der signalgebcnden 
Gruppe auf den Teslflachen. 

Dcr iiiiniobilisierte analyispezilischc Rezepior kann sowohl direki als auch indirekl iibcr einen oder niehrerc Rezcpio- 
rcn an die 1 esiphasc gebunden sein. Die Bindung kann bcispielsweise durch adsorpiive oder kovalenie Wcchselwirkun- 
gen, bcvor/ugt jedoch durch spezirtsche hochatlinc Wechseiwirkungcn, z. B. Sirepiavidin oder Avidin/Bioiin oder Ami- 
korper-Anligen-Wechsclwirkungcn erfolgcn. 

Der freie analyispe/ifische Rc7£pior kann selbsi eine signalgebende Gruppe tragen oder mil einer signalgebcnden 
Gruppe bindefahig sein. In dieseni Fall bestehl das Nachweisreagenz aus niehreren Koniponcnien. 

Bei deni Analyien kann es sich uni eine honiogene oder uni eine heierogene Population, z. B. cine hcierogene Anli- 
korperpopulaiion, ein Aniigengemisch oder ein Geniisch von gegebenenfalls unierschiedlichen Anligenen und Antikor- 
pern handein, wobei die Aniigene und Anlikorper von cineni oder niehreren Erregem sianinien bzw. induziert werden. 
Die einzelnen Teslflachen binden im Fall von heierogenen Analyipopulaiionen cine Teilpopulaiion des zu besiininiendcn 
Analyien. Die jeweils auf einer Testfl ache iminobilisierten analyispezifischen Rezepioren sind unierschiedlich, d. h. sic 
binden erfindungsgcinaB vorzugsweise an verschiedene Epitope eines homogenen Analyien wie eiwa eines Aniigens, an 
verschiedene Analytsubtypen wie elwa Antigensubiypen oder/und an verschiedene Analytiypen wie elwa unierschiedli- 
che Aniigene oder/und Anlikorper 

Uberraschenderweise wurde festgestellt, daB die Sensilivitai von Nachweisiests, wie elwa Antikorperiesis, durch die 
Verwendung von Panellesls, bei denen die verschiedenen Reagenzicn, z. B. verschiedene Aniigene, als Einzelspols, d. h. 
einzeln auf separaien Teslflachen, aufgeu-agen werden, deullich verbesserl werden kann. Durch. die erfindungsgeniaBc 
MuUiepilopanalyse, d. h. den gleichzeiligen separaien Nachweis iiiehrerer Teilpopulaiionen eines. Analyien oder Erre- 
gers, wic ciwa flTV, kann die Sensilivitai und 7AJVcrlassigkcil von Nachwcistcsis crhcblich gcstcigcrt werden.: 

Wenn aut einer oder mehreren, in manchen Fallen auf mindeslens zwei, Teslflachen ein posi lives Testergebnis erhallen 
wird, wird dies als Vorhandensein des Analyien in der Probe gewertet. 

Durch die erfindungsgeniaBc Verwendung eines nichlporoscn Tragers, isi es inoglich, die Reagenzien in definierten 
Flachen aufzubringen. Dies isi insbesondere bei niinialurisierien Teslformaien von Bedeulung. Enlsprechend weisen die 
Teslflachen bevorzugi einen Durchmesser von 0,01 bis 1 nini, niehr bevorzugt von 0,1 bis 0,5 miu und am nieislen be- 
vorzugi von 0, 1 bis 02 mm auf: 

Bevorzugi werden Festphasen niit niehreren Teslflachen verwendel, die auch als Array-Systenie bezeichnet werden. 
Solche Array-Sysienie sind z. B. bei Ekins und Chu (Clin. Cheni. 37 (1995) 1955-1967) und in den US-Patenlen 
5,432,099, 5',516,635 und 5,126,276 beschrieben. ^ 

Die erfindungsgeniaB verwendeie Festphase unifaBt einen fur Nachweis verfahren verwendbaren, nichlporoscn Trager. 
Der nichiporose Trager kann dabei aus einem beliebigen, nichlporoscn Material besiehen. Bevorzugi unifafii der Trager 
eine Kunsisioff-, Glas-, Meiall- oder Melalloxidoberflache. Besonders bevorzugt weisi der Trager eine Polysiyrolober- 
flache auf. Auf diesem Trager sind raumlich diskrete Bereiche (Teslflachen) angeordnet. Auf diesen Teslflachen sind 
Reagenzien, wic eiwa iraiiiobilisiene Festphasenrezepioren aufgebrachl. Die Iiiiniobilisierung der Reagenzien auf den 
Teslflachen erfolgi nach bekannien Melhoden, z. B. durch direkle adsorpiive Bindung, durch kovalenie Kopplung oder 
durch Kopplung iiber hochaffine Bindepaare, z. B. Sueptavidin/Bioiin, Aniigen/Antikorper oder Zucker/Leclin. 

Besonders vorieilhafl ist, .wenn die raumlich getrennten Teslflachen separai niit verschiedenen Reagenzien beladen 
werden. Durch die Einzelaufu-agung der verschiedenen Teslflachen konnen fur jedes Reagenz, bcispielsweise fiir jedes 
einzelne Antigen; die opiimale Fesiphasenkonzenu-aiion und die optimalen Beschichiungsbedingungen z.B. in Form 
von spezicllen PufYerrezepluren gewahh werden. Dadurch ist es moghch, jeden einzelnen analyispezifischen Rezepior, 
z. B. jedes einzelne Antigen bis zur maxiinalen Bindekapaziiai der Flache zu beschichten, wahrend bei den bisher be- 
kannien Tests jeder Rezepior, z. B. jedes Antigen nur zu eineni Teil der verfugbaren Bindekapaziiai gebunden werden 
konnte. Durch die separate Aufu-agung der verschiedenen Reagenzien findet auBerdem keinc Kpnipelilion der einzelnen 
Reagenzien, bcispielsweise der Aniigene, uni die Bindungsplatze auf der Festphase slalt. Enlsprechend isi es bevorzugi, 
jeweils nur ein Reagenz, das spezifisch mil deni zu besiimmenden Analyien bindefahig ist, pro Testflache zu binden, so 
daB jede Tesiflache nur einen einzigen Typ eines immobihsienen analyispezifischen Rezepiors enihaU. Dieses Reagenz 
kann gegebenenfalls durch incne Verdunnermolekiile verdiinnl werden, um eine opiimale honiogene Bindephase zu bil- 
den. Inerie Verdunnemiolekiile sind Mojekule, die an die Festphase binden aber keine Wechselwirkung mil dem Analy- 
ien Oder anderen Probebeslandieilen eingehen. Geeignete Verdun nennolekule sind bcispielsweise in WO 92/10757 und 
in EP 0 664 452 A2 beschrieben. 

Bc\ Teslflachen. auf denen nur ein einziges, mil dcin Analyien bindcfahiges Reagenz, wie eiwa ein Antigen, gebunden 
isi, wurde feslgesiclll, da6 die unspczifische Bindung deulhch reduzierl isi. So ist z. B. bei Aufiragung verschiedener An- 
iigene als Hi n/el spots keine meBhare unspczifische Rindung zu beobachlen, wahrend ein Tesispoi, auf den ein Geniisch 
aus niehreren Anligenen aufgebrachl wurde. eine deullich mcBbare unspczifische Bindung zeigt. 

Der Nachweis des Analyien erfolgi ini erfindungsgemaBen Verfahren auf bekannic Weisc durch Verwendung geeignc- 
ter Markierungsgruppen. z. B. Fluoreszenzmarkicrungsgruppen, cheniilumineszierender Gruppen, radioakliven Markie- 
rungcn, Enzymmarkieningen, farbigen Markierungen und Solpanikeln. Aliernativ kann, bei geeigneien Festphasen, die 
Wechselwirkung von Bcsiandteilen des Nachweismediums mil den Tbsiflachcn auch durch Besiimmung der Schichir 
dickc der jcweiligcn Flachen z. B. durch Plasmonenresonanzspcklroskopic, nachgewiesen werden. 

Die begrcnzicn Teslflachen konnen- dariibcr hinaus zur Unierschcidung gcgeniiber jncnen Bcrcichen der Festphase 
cine nachweisbarc und anal y I unspczifische Markierungsgruppc enlhalten. die neben der analyispezifischen Beschich- 
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lungsgruppc nachweisbar isl und iiiit ihr nichl inicrrcricri. Ein Beispid flir cine seiche analyiunspczifische Markicrungs- 
gruppc isl cine E'iuores/.cn/.-Markierungsgruppc, die bei ciner Wellenlange lluores/.iert, die von dcr Muorcs/cn/wcllcn- 
lange einer analyispczifischen Markicrungsgruppc vcrschicden isl. Die analylunspczifische Markicrungsgruppc wird 
vorzugswcisc, ebcnso wie dcr Fcsiphascnrczcplor, ubercin hochaffincs Bindepaar, z. B. Slrcptavidin/Biotin immobili- 
5 sicrt. 

Einc weitcre Sensiliviiatsslcigcrung kann durch die Verwendung eincs universcllcn Nachweisrcagenz errcichi wcrdcn. 
Zuvor kann fiir jcdcs Analynnoiekiil ein separales Nachweisrcagenz, welches an das Anaiylniolekul binder und cine 
. Markierung, wic el wa ein Enzyni, eincn Fluoreszenzinarker oder fiuoreszicrendc Lalcxpartikcl tragi, eingeselzt wcrden. 
Durch die Konibinaiion niehrerer inarkicner .Nachwcisreagenzien wird Jedoch oil nials die Konzenlralion an Markicrun- 

10 gen sehr hoch, so daB die unspezifischc Bindung naiurgeniaB si ark zuninmii. Dieses Problem kann durch die Verwen- 
dung cines universcllcn Nachweisrcagenz gelosl wcrdcn. ErfindungsgeinaB bevorzugi wcrdcn ftuorcszcnzinarkicrle Lal- 
cxpariikcl als univcrselles Nachweisrcagenz verwcndei. Dabci wird fiir die spczifische Bindung des Analyiniolckuls ein 
analylspe/ifischer ersler Reyeplor verwendel, der selbsl, keine signalgebende Gruppe iragi. An diesen analyispczifischen 
crsien Rezcpior bindet ein uni vcrscUer zweiier niarkierler Rezepior, d. h. ein Rezcpior, der analylunabhangig an inehrere, 

15 vorzugswcisc an alle verwendelen erslen Rezepioren binder. Die Kopplung des zweilcn Rezepiors.an die Markicrungs- 
gruppc kann adsorpliv, kovalent iiber funklionelle Gruppen erfolgen oder iiber hochaffine Bindepaare, z. B. Slrcplavidin/ 
Biolin, Aniigen/Anlikorper oder Zucker/Leciin ertblgen. Bevorzugi wird das bekannte Dig/A nli-Dig-Systeni verwcndei. 

Ein wciierer Nachteil der Bruckentesis, die z. B. als l-Schriii-Reaktion ausgefuhn werden, isi, daB der Fesiphasenre- 
zeptor (z. B. bioiinylieries HIV-gp41) und der frcie Nachweisrezeptor (z. B. digoxigenyliertes HIV-gp41) iin Verhaltnis 

20 1:1 angebolen werden niiissen, um ein optiniales Signal zu erzielen. Dies isl nachlcilig, da aufgrund der beschranklen 
Bindekapazilat der Fesi phase die Konzenlralion dcr einzelnen Festphasenrezeplorcn ofinials subopiinial isl und soinil 
auch fur den Nachweisrezeptor nichl gunslig liegen kann. 

Mil deni erfindungsgeiiiaBen Verfahren konnen die Feslphasenrezeptoren bereils auf der Feslphase in opliiiialer Kon- 
zenlralion gebunden werden. Weilerhin kann auch der Nachweisrezepior in optinialer Konzenlralion angebolen werden, 

25 da Rezeplorkon jugate init Digoxigenin oder Biolin ini Gegensatz zu Enzyni-markierten Rezepioren nur unwcsentlich zu 
unspezifischer Bindung neigen. Man kann diese Reagenzicn iiii UberschuB einsel/^n, so daB Iiiipriizisioncn bei derZug- 
abc des Rczcpioi-s nichl auf die Tcsiprazision durchschlagcn. 

Durch spczifische Bindung des zu bestimiitenden Analyten an das auf die Teslflache imniobilisicrte Reagenz, z. B. ei- 
ncn Feslphasenrezeptor, kann das Vorhandensein oder/und die Menge des Analyten in einer Probe besliinnil werden, 

30 Durch konibiniertc Auswerlung der verschiedenen Testflachen, die jeweils unterschiedliche, spezifisch mil deni Analy- 
ten bindcfahige Reagenzien enlhalten, kann die Sensiiivitat des Nachweisverfahrens, insbesondere durch einc Verringe- 
rung falsch positiver Ergebnisse und die zweifelsfreie Erkennung richlig positiver Ergebnisse, merklich verbessert wer- 
den. Von besonderem Inieresse ist das erfindungsgemaBe Verfahren zur Erfassung bzw. Eliminierung von unspezifischen 
Bindungen bei qualitativen Tests mif hohen Anforderungen an die Spezifitat, wie elwa bei Tests auf Inlcktionen (z. B, 

35 HIV). . . 

Durch die erfindungsgemaBe Verwendung von Arrays, d. h. Fcstphasen, die niindeslens zwei, niehr bevorzugi niindc- 
stens drei, am meislen bevorzugt niindeslens fiinf, und bis zu eintausend, niehr bevorzugi bis zu einhundert raunilich gc- 
trennte Testflachen umfassen, ist es moglich, niindeslens cine dieser Testflachen so auszugestalten, daB sie eine Kontroll- 
flache darstelll . Folgiich umfaBt das erfindungsgemaBe Verfahren bevorzugt die Verwendung einer Feslphase, die zusalz- 

40 lich mindestens eine, niehr bevorzugt zwei und am meislen bevorzugi mindesiens funf Konu-ollflachcn umfaBt. Durch 
die Integration von Konu-ollspois in die Feslphase isl es moglich, falsche Result ale aufgrund von Stbrungen leichl und 
schncll zu erkenncn. Neben den spezifischen Testflachen, istes weilerhin moglich, eincn probenspezifischen Untergrund 
zu messen und damit einen probenspezifischen Cut-ofl' zu definieren. Die Verwendung eines Teslarrays und die Verwen- 
dung von KonlroUspols emioglichl es, die Cut-oflf-Grenze abzusenken. Der Cut-Ofi-Wert isl ein Grenzwerl, der bei Tesl- 

45 verfahren eingeselzt wird, um zwischen posiliven und negaliven Werien unlerscheiden zu konnen. Ein solcher Cul-Ofl'- 
Wert ist insbesondere bei Test verfahren, welche Infeklionskrankheiten betreffen, von Bedeutung. Mil Hilfe des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens ist es moglich eine Posiliv-/Negativ-Unterscheidung mil erheblich geringerer Fehlerwahr- 
scheinlichkeit zu iieffen. 

Bei Verwendung von mehreren Testflachen, die jeweiis zur Bcstininiung unterschiedlicher Analytmolekule voigese- 
50 hen sind, hat sich oftmals eine testflachenspezifische Definition des Cut-Off'- Werts als geeignet erwiesen, um.eine er- 
hohte Testspezifilat (d. h, korrekte Un terse heidung zwischen posiliven und negaliven Werien) bei gleichb lei bender Sen- 
siiivitat zu erhalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann fur beliebigen Nachweismelhoden eingesetzl werden, z. B, fur Immunoassays, 
Nukleinsaure-Hybridisierungsassays, Zucker-Lectin-Assays und ahnliche Verfahren. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
55 ' eignet sich auch gmndsatziich zum Nachweis beliebiger Analyten in einer P^obc. Besonders bevorzugi erfolgt der Nach- 
weis des Analyten iiber spczifische Wechselwirkungen mit einem oder mehreren mil deni Analyten bindefahigen Rea- 
genzien, d. h. Rezepioren, die bevorzugi aus Proieinen, Pcpnden, Antikorpem, Aniigenen, Hapienen und Nukleinsauren 
ausgewahli werden. 

Wahrend ein wesenllicher Vorleil des erfindungsgeiiiaBen Verfahrens zunachsl darin besleht, die Sensiiivitat des 
C*{) Nachweises eines einzigen Analyten zu vcrbessem, konnen bei geeigneier Wahl der Testflachen auch mehrere Analyten 
gleichzeilig mil hoher Sensitivilal besliniinl werden. - . 

Ein weilerer Gegensland der vorliegenden Erfindung ist eine Feslphase zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, 
welche dadurch gekennzeichnel ist; daB sie einen nichl porosen Trager und mindestens zwei raumlich getrennte Testfla- 
chen umfaBt, wobei die Testflachen jeweils unterschiedliche Reagenzien enthalten; die spezifisch mitdem zu bestimmen- 
6s den Analyten bindcfahig sind. ... . . . : 

Bevorzugi enihalien die Tesifliichcn jeweils uhtcrschicdlichc Rcagenzien, die an verschicdenc Epiiope odcr/und Sub- 
lypen eines Analyten oder/und an verschiedcne Analyl I ypen binden. 

Um eine mdglichst groBe Anzahl von Teistflachcn aiif einer Feslphase unterzubringen, werden bevorzugt niiniaturi- 
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sicnc rcsifoniiaic vcnvcndcK Dcr Absiand zwischcn den cin/clncn Teslflachen wird so gcwahll, daB cin Incinandcrlau- 
fcn dcr aufgcbrachicn Reagcn/.ien nichi nioglich isi. tJblichcrweise rcichi es hiertur aus. wcnn die Riindcr der lesiniichen 
cincn Absiand von 0,05 bis 5 mm aufweiscn. Zwischcn den Teslflachen bcfindcl sich bcvor/.uci cine incric Obcrflache, 
die wcdcr mil dcin Analyicn noch mil sonsiigcn l^obebcsiandicilcn bindefahig ist. 

]y\c crfindiingsgemaBc Fcsiphasc kann in bchchigcn Nachweisvcrfahrcn cingcsclzi werdcn, /. R. in Immunoassays. 5 
Nuklcinsaurc-lfybridisicrungsassays, Zuckcr-Leci in- Assays und dcrgieichcn. Bcvorzugi wird sic in eincm Iiiuiiunoas- 
say /.um Nachweis von Aniikdrpern odcr/und Aniigcncn vcrwendct. 

Weiicrhin unifaBi die Erfindung ein Tesikil zum Nachweis eines Analyien in einer IVobc, welches cine erfindungsge- 
miilic Ix'siphasc sowic niarkieric Nachweisrcagenzien unilaBi. Markierte Nachweisoragcn/ien sind dem Fachniann be- 
kanni und uinfassen ini allgeiiieincn cine Markierungsgruppc sowie cine spczifisch bindcfahigc Gruppe. die den Nach- lo 
wcis dcs Analyien ennoglichl. Gecigneic Markierungsgruppen sind z. B. Fluoreszcnz-, Chcmilumineszenz-, linzym-, ra- 
dioakiivc odcr Pari ike I- (Sol)- Markierungsgruppen. Die spezifisch bindcfahigc Gruppe kann z. B. mil dem gcbildcten 
Analyikomplex bindetahig sein odcr bei kompeiiiiven TcsMomialen mil anderen Resiandieilen des Nachweissysiems. 
Bevorzugi uinfaBi dcr Tesikil ein universelles Konjugal als Nachweisrcagenz, insbesondenc nuoreszenzmarkicne Laiex- 
parlikcl, welches mil den fur den Analyien spczifischen Nachweisrezepioren bindcfahig isi. i> 

Ein weiieres Problem hcrkomiulichcr Rouiinelesis beslehi darin, daB die gleichzcilige Bestimmung eines Aniigens 
und eines spezihsch gegen dieses Aniigen gerichleien Aniikorpers in einer Messung nichi durchfuhrbar ist. Aus diesem 
Grund wird bei sogenannien HIV-Kombinaiionsiesis beispielsweise eine Besiinimung des Aniigens p24 und von Anii- 
korpem gegen andere HIV-Antigene glcichzeiiig durchgel uhn. Bei einem solchen Tesi konnen dann lediglich Anlikorper 
gegen anderc HIV-Aniigenc, wie beispielsweise gp41 oder gpl20 besiimml werden, wahrend die Besiinimung von An- 20 
likorpem gegen p24 nichi mogHch isi. 

US-PS-5,627,026 beschreibl ein Verfahren zum Nachweis eines Aniikorpers und eines Aniigens in einer biologischen 
Probe. So wird beispielsweise ein Assay zur Besiinnnung des FeLV-Antigens und des FIV-Anlikorpers bcschrieben. 
Auch gemaB dem Verfahren von US-PS -5, 627,026 konnen bei der Besiimmung eines Aniigens iin gleichen Tesi ledig- 
lich Anlikorper, die gegen andere Aniigene gerichtei sind, nachgewiesen werden. 2> 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung besland deshalb darin, ein Verfahren zur gleichzeiiigen Besiim- 
mung eines Aniigens und cincs spczifisch gegen dieses Aniigcn gcrichlcicn Aniikorpers in cincr Probe bcrciizuslcllcn. 
Diese Aufgabe wird gelosi durch ein Verfahren umfassend die Schrilte 

(a) . BereitsleUen einer Fesiphase, auf der in einer ersien Teslflache ein mil dem zu besiinnnenden Aniigen bindefa- 30 
higer iniinobihsierier.Rezeplor und in einer raumlich davon geircnnlen zweiien Teslflache ein mil dem zu beslim- 
inenden Anlikorper bindcfahigc immobilisierter Rezeptor aufgebrachi isi, 

(b) Inkoniaklbringen der Probe mil der Fesiphase und einem freien analylspezifischen Rezeptor, der eine signalge- 
bende Gruppe iragl oder mil einer signalgebenden Gruppe bindefahig isi und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des Aniigens und des Aniikorpers durch Besiimmung der 35 
signalgebenden Gruppe auf der Fesiphase. 

Der Nachweis des Aniigens findel bcvorzugi unier Verwendung eines Sandwichlests und der Nachweis des Aniikor- 
pers bcvorzugi unter Verwendung eines Bruckenkonzepis, eines Ruckliiralionskonzepis oder eines indircklen Teslfor- 

malssiati. . . • "^'^ 

Bcvorzugi wird der Nachweis des Aniikorpers unler Verwendung einer Ruckiilraiion durchgefuhrl. Voneilhafi isi da- 
bei, daB bei gleichzeiiiger Verwendung eines Sandwichtesis zum Nachweis des Aniigens keine gegenseiiige Beeinflus- 
sung von Nachweismolekiilen slaltfinden kann, da in diesem Fall fur den Nachweis des Aniigens und den Nachweis des 
Aniikorpers das gleiche Nachweisrcagenz verwendet werden kann. Fur einen Sandwichiesi zum Nachweis eines Anti- 
gens, z. B. HIV-p24, wird beispielsweise ein gegen dieses Aniigen gerichleier Anlikorper auf einer Teslflache immobili- 45 
sierl, Als zum Nachweis dienender freier Rezeptor kann dann ein zweiler gegen das Aniigen gerichleier, direkl oder in- 
direki markierlcr Anlikorper, z. B. cin digoxigenylierler A nli-p24- Anlikorper, verwendet werden. Zum Nachweis des 
enisprechenden, gegen das Aniigen gerichleien Aniikorpers, z. B. eines Ami -p24- Aniikorpers, unier Verwendung einer 
.Ruckliiraiion wird ein mil dem Anlikorper bindefahiges Aniigen, z. B. p24, oder ein Fragmeni davon, auf einer weiieren 
Teslflache immobilisiert. Als Nachweisrcagenz dieni ebenfalls der zweile gegen das Aniigen gerichtele markierle Ami- 50 
korf>er, z. B. ein digoxigenyherier An li-p24- Anlikorper, welcher mil dem Analyien, das isi beispielsweise der in der 
Probe vorhandene naliirliche Anli-p24- Anlikorper um die Bindung an das immobilisierte Aniigen kompelien. So kann 
fur den bevorzugicn gleichzeiiigen Nachweis eines ,p24- Aniigens. und des dagegen gerichleien Anli-p24-Anuk6rpers Je- 
wells das glcichc Nachweisrcagenz, beispielsweise ein digoxigenyiiener Anii-p24-Anlik6rper verwendet werden. 

Wenn der Nachweis des Aniigens durch einen Sandwichiesi und der parallele Nachweis des Aniikorpers durch einen 55 
Briickeniesl Oder einen indircklen I'esl ertblgl, miissen spcziellc it sireagenzien verwendet werden, um eine wechselsei- 
lige Becinflussung dcr Nachweisreagenzien auszuschlicBen. Bei eincm indircklen Test zum Nachweis eines Aniikorpers, 
z. B. eines Ami -p24- Aniikorpers, wird beispielsweise ein Antigen, fiir das der nachzuweiscnde Anlikorper spczifisch isu 
z. B. p24, auf einer Teslflache immobilisiert. Zum Nachweis des Aniikorpers wird dann ein markiener Anlikorper, der 
zwar den nachzuweisenden Anlikorper, aber nichi das immobilisierte Aniigen erkenni, beispielsweise ein digoxigeny- 60 
liertcr Anti-Human IgG-Anlikorper vcrwendel. Bei der parallelen Aniigenbesiimniung im Sandwich-Fonnal konnen auf 
der Nachweisseiie ein oder niehrere Anlikorper, bcvorzugi inonoklonale Anlikorper, cingcseizi werden, dercn Epilopbin- 
desicUen bekanni sind. Gleichzeilig konnen bei der Anlikorper-Beslinimung im indircklen Testfomiat oder im Briicken- 
fomiai keine naiiven odcr rekoiiibinamen Aniigene verwendet werden, die mil dem Nachweisamikdrper bindcfahigen 
Epitope enihalien, da sonsi eine unerwunschie Reakiion staiifindet. Stan dcssen miissen vorbesiimmic, rckonibinanie 65 
Aniigene odcr Peptidaniigenc ohne dicsc Epiiopbindesiellen vcrwendel werden, an die dcr odcr die eingcselzien Nach- 
wcisaniikorpcr nichi bindefahig sind. 

Durch die erfindungsgemaBe Muliicpiiopanalyse mil Arraysiemen isi cs moglich, cine Konibination von Aniigen- und 
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Aniikorpcr-Nachweiscn furcin bcsliniiiiles Antigen undeincn gcgen dieses bcstiniTnlc Aniigcn gcrichictcn Aniikorper 
durch/ufuhren, Diesc Vorgchensweise erinoglichl es, die bei den iiii Sland der'icchnik bckannicn Verlaliren besichendc 
diagnoslischc Lucke zwischen dcin ersicn Aufirelcn eines Aniigcns und deiu zciliich vcrscuien Aullrclcn von Aniikor- 
pcrn zu schlieBen und cine Probe sehr iViih als posiiiv bzw. negaiiv einzuslufcn. Ublicherweisc werden Probcn von Pa- 
s (icnicn genoiuiijen, wohei die Sensiliviiii! cines Tesis durch cine nioglichsl friihc Erkennung von positiven Proben be- 
sliniiiil wird. Bei einer Infektion Ireien die verschiedencn Marker, die diesc Inleklionen anzeigcn, wic bcispielsweise An- 
ligcneoder gcgen diese Aniigenc gcrichieicn Aniikorper mil unlcrschiedlichcni zeillichen Verlauf auf. 

Das erfindungsgeniaBe Multicpilopverfahren mil eincr Arrayanordnung eniioglichi zudein durch die raumlich ge- 
Irennle Anordnung dcr einzeinen restllachcn eine spcziiischc Unlerschcidung zwischen Antigen- und Aniikorperiesls, 

10 Dcr Voneil des eriindungsgcmiitkn Verfahrcns isi insbesondcre bei HIV-Tesis crkennbar, Ein bevorzugies Beispiel fur 
das erfindungsgeniaBe Verfahrcn ist der gleichzeiiige Nachweis eines IIIV-Anligens und dagegen gerichleten Aniikorper 
z. B. des p24- Antigens und des cnlsprechcnden Anli-p24-Anlik6rpcrs. Bei eincr HIV-Infeklion Ireien zuersi p24-Anli- 
gene auf. Diese konnen mil einem Anrigeniesi, nichi jedoch mil einem Ani.ikorpenesi nachgewiesen werden. Nach dem 
A uf Ireien der Aniigene werden ini Korper Aniikorper gcgen diese Antigene gebildcl, Bei den hcrkomnilichen Koinbi- 

15 lesis is! es jedoch nicht inoglich, den p24-Antigentesl mil einem Anli-p24-Antikorpenest zu kombinicren, vielmehr fin- 
dei eine Kombinalion des p24-Antigen tests mil einem Anti-gp41-Antikorpertest stall. Da die Bildung von Anli-gp41- 
Anlikorpem zeillich jedoch nach der Bildung von An!i-p24-Antikorpern ertblgen kann, konnen ini Zeilraum bis zur Bil- 
dung dcr Anii-gp41 -Aniikorper bei herkommhchen Vertahren falsch negative Ergebnisse erhahen werden. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren isi denigcgenuber sicherer, da auch A nti-p24- Aniikorper, bestimmi werden konnen. 

20 ErfindungsgemaB bevorzugl wird die bindefahige Beschichlung der erslen Test fl ache, in der das Antigen nachgewie- 
sen werden soli, aus iiiimobilisierten Antikorjjem gebildeu die spezifisch fiir Epitope des nachzuweisenden Antigens 
sind. Aufgrund der bevorzugl verwendeten Arraystruktur ist es inoglich, mehrere Aniikorper, die fiir unlerschiedliche 
Subtypen des nachzuweisenden Antigens spezifisch sind. in separalen Testflachen aufzubringen. Die Aniikorper werden 
entsprechend dem zu analysierenden Antigen ausgewahll. Beim Screening auf eine virale Infektion werden bevorzugl 

25 Anti-HIV-I-Aniikorper, Ami- HI V-II- Aniikorper, Anii-HBV-Antikorper oder/und Anii-HCV-Antikorper gelestei. Analog 
uinfaBi die bindefahige Beschichlung dcr wcileren Testflachen, auf der ein Aniikorper nachgewiesen werden soli, bevor- 
zugl Antigene, die spezifisch tur den nachzuweisenden Aniikorper sind. Auch hicr konnen grundsalzlich bclicbigc, auf 
den jeweiligcn Test abgestimmte Antigene verwendet werden, bevorzugl werden Antigene oder Epitope davon aus HIV- 
I, HlV-n, HBV oder/und HCV verwendei. 

30 Durch die Verwendung einer nichlporosen Festphase konnen besonders gute Ergebnisse mil dem erfindungsgemaBen 
Verfahren erhalten werden. Eine nichlporose Festphase bietel insbesondcre \brteile beim Autbringen der Teslreagen- 
zien, wobei ein definierles Aufbringen ohnc IneinandcrfiieBen der einzeinen Testflachen moglich ist. Weilerhin ist es bei 
Verwendung von nichlporosen Tesiphasen moglich, das Test format zu miniaturisieren. Bei miniaturisierten Testfoniialen 
ist es moglicii, eine Vielzalil von Testflachen auf eine einzige nichlporose Festphase aufzubringen. 

35 Der Nachweis der Bindung eines Antigens oder Antikorpers an die Testflachen wird bevorzugl unter Verwendung von 
markierlen Antikorpem durchgefuhrt, die gegen den Anaiyten gerichlet sind. Beim Nachweis des Antigens ini Sand- 
wichfonnai wird dabei ein gegen dieses Antigen gerichteter markierler Aniikorper verwendet. Der gleiche markierle An- 
iikorper dienl auch zum Nachweis des Analylen-Antikorpers beim kompelitiven Fonnat, z. B. einer Riickiilration. Durch 
raumlich getrennle Auswerlung der einzeinen Testflachen isi es somil moglich, mil einem einzigen Nachweisreagenz so- 

40 wohl Antigen als auch den fur dieses Antigen spezifischen Aniikorper nachzuweisen, ohne dafi sich die beiden Nach- 
weisverfahren gegenseitig becinirachtigen wurden. Geeignele Markierungssubstanzen zur Markierung von Antikorpem 
sind dem Fachmann bekanni und umfassen z. B. fluoreszierende Gruppen, cheniilumineszierende Gruppen, radioaktive 
Markierungen, Enzymmarkicrungen, farbige Markierungen und Solpartikel. Bevorzugl ist die Verwendung eines univer- 
sellen Nachweisreagenzes, insbesondcre von fluoreszenzniarkierten Latex partikeln, welche z. B. mil den Nachweisrzep- 

45 toren bindefahig ist. 

Besonders gute Ergebnisse werden mil dem erfindungsgemaBen Verfahren erhallen, wenn die spezifisch bindefahigen 
Beschichtungen auf die einzeinen Testflachen separat aufgebrachi werden. Dadurch ist es moglich, die Bindekapazilat 
der einzeinen Testflachen optimal auszunutzen und optimal bindetahige Beschichtungen herzustellen. Gegebenen falls 
konnen die bindefahigen Reagenzien durch Verdun nemiolekule verdiinnt werden, urn die Bindefahigkeil der Beschich- 

50 lung weiier zu verbessem. Geeignele Verdunnermolekule sind Molekule, die nicht mil dem zu bestimmenden Anaiyten 
binden und die auch keine unspezifische Wechselwirkung oder Bindung zu anderen Probenbestandteilen zeigen, was zu 
falschposiiiven Ergebnissen fiihren konnte (vgl. WO 92/10757, EPO 664 452 A2). Besonders bevorzugl wird die Be- 
schichlung in den einzeinen Testflachen jeweils aus einem einzigen spezifisch bindefahigen Molekiiltyp gebildel. Unler- 
schiedliche, mil dem Anaiyten bindefahige Reagenzien werden dabei in verschiedene Testspois aufgebrachi. Auf diese 

55 Weise ist es moghch, die Sensili vital des erfindungsgemaBen Verfahrcns weiter zu erhohen. 

Ein weilerer Gegensiand der vorliegenden Erfindung ist eine Festphase zur gleichzeiligen Bestimmung eines Antigens 
und eines spezifisch gegen dieses Antigen gerichieien Antikorpers, umfassend mindestens eine ersie Testflache und min- 
destens eine zweile Test flache, welche dadurch gekennzeichnet ist, daB die ersle Testflache eine spezifisch mil einem An- 
tigen bindefahige Beschichlung aufweisl und die zweile Testflache eine spezifisch mil einem gegen das Antigen gerich- 

60 leten Aniikorper bindefahigen Beschichlung aufweist, wobei die Beschichtungen honiogen sind und jeweils nur einen 
einzigen Typ eines bindefahigen Reagenz enthalten. Die Beschichtungen sind gleichmaBig auf die Testflachen aufge- 
brachi, das heiBl, sie sind homogen. Nebcn dem bindefahigen Reagenz konnen die Testflachen inerte Verdiinnennolkule 
umfassen, die weder mil dem nachzuweisenden Anaiyten noch mil anderen Probenbestandteilen Wechselwirkungen ein- 
gehen konnen. 

65 Wahrend grundsalzlich bcliebige Ti-agermaierialien verwendet werden konnen, sind die Testflachen der erfindungsge- 
maBen Festphase bevorzugl auf einen riichlpbroseh Tragcr aufgebrachi. Durch die Verwendung von nichlporosen Ober- 
flachen ist insbesondcre cine Miniaturisierung des Testformaics und die gleichzeiiige Bestimmung einer Vielzahl von 
Testflachen. 
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Die erlindungsgcinaBc 1-csiphasc cicnci sich insbcsonderc /ur Vcrwcndung in cincni Iiiiniunoxssay zuni gleich/ciiigcn 
Nachweis cines Aniigcns und cincs spc/ilisch gcgcn dieses Aniigen gerichieien Aniikorpcrs. Aufdiese Weise is! es mog- 
lich, die Scnsiliviiiii und Zuvcrlassickeil von Iinnmnlesis wcilcr zu verbesscrn. 

Die lirlindung unifussi auch eincn Tcsikii zur gleich/^iiigen Bcsiinuiiung eincs Aniigcns und cincs spezifisch gegen 
dieses Aniigen gcrichicicn Aniikorpcrs, welches die erfindiingsgeiiiafic Fcsiphasc sowie niarkicnc Nachweisrcagen/icn 5 
zuiii Nachwcis von an die Tesifliiehen gcbundcncin Aniigen und Aniikorper uiiifassi. Gceigneie Nachwcisreagenzien 
sind bcispiclsweisc niarkicnc Aniikorpen wobci die Markicrung aus den oben genannicn Gruppen ausgcwiihli sein kann. 

Uin wciicres Problem bci den bishcr veriugbarcn Rouieniesis bcsichi darin, daB alle fiir cinen Tesl. bcispiclsweisc ei- 
ncn IllV-'iesu noiwendigcn Aniigene und Aniikorper gcniischi werdcn und fur dxs Nachwcisvcrlahren cine fiir dieses 
Gemisch opiiniale Gui-OlT-Grcnze fcsigeiegi wird, Durch die Verwendung cincr gciiicinsanicn Gui-OlT-Grenze fur alle lo 
Paranieier wird die Cui-OtT-Grenzc Jcdoch durch die unspezifischc Bindung des schlcchicsien ninsaizsiolTcs bcsiinuni 
und bcgrcnzi. Ein wcitercr Gegensiand der vorliegendcn Erfindung isi deshalb cin Verlahren zuin Nachwcis cines Ana- 
lyicn in einer Probe, unilassend die Schritie: 

(a) BcreilsieUen einer Feslphase, die einen Tniger und niindeslens zwei raunilich geircnnic Tcslflachen uinfaBi, wo- 
hei die Tcslflachen jeweils unierschiedlichc, iniiiiobilisierte analylspczifische Rezepioren enlhalien, 

(b) Inkoniakibringcn der Probe mil der Feslphase und niindcsiens eineni treien analyispczilischen Rezepton der 
cine signalgebcnde Gruppc iragi oder mil einer signalgebenden Gruppe bindefahig isi, und 

(c) Nachwcisen des Vorhandenscins oder/und der Menge des Analyten durch Besiimniung der signalgebenden 
Gruppe auf den Tcslflachen, wobei ein Signal oberhalb cines vorbcsiimniten Testflachenspczifischcn Grenzwenes 
als posiliv und unicrhalb eines vorbestimniien Testflachen-spezifischen Grenzwenes als ncgativ klassifizien wird. 

Durch die Verwendung von vorbestimmien Testflachen-spezifischen Grenzwenen fiir Jede cinzelne Tesiflache isi es 
iiioglich,die Spezifiiai von Nachweisvertahren deullich zu verbesscrn, wahrend die Sensiliviiai unveranden hoch bleibi. 
Der Grenzwert oder Cui-Ofl"-Wen wird niilicis der GroBen Signal der Probe, Hinlcrgrund der Probe und Hiniergrund ei- 25 
iicr Ncgaiivkonirolle besiiniinl. Eine ublichc Bcrechnung desGul-OlT-Wcnes (COl) erfolgl bei spiels weise nach der For- 
niel: 

GOT = Signalpi-obe-Uniergrundpiobe^nxUnlergrundNcgaiivkontroiie. 

Fin iiblicher Wen fiir n betragi beispielsweise 2. Der Faklor n - und daniit der Cut-Ofi'-Werl - kann fiir beslimniie 
Tcslflachen heraufgesetzl werden, bei dcnen falschpositive Proben beobachtel werden, wobei n eine Zahl zwischen 2 und 
1 (X), bevorzugt zwischen 2 und 10 sein kann. 

Bevorzugl werden die Grenzwerte jeweils individuell fiir eine Tesiflache beslinimi. Dies bedeulel, daB fiir die unier- 
schicdlichen Tcslflachen unierschiedlichc Grenzwerte bzw. Cul-Off-Werte festgelegi werden, insbesondere werden die 
Grcn/wene fur niindeslens zwei Tcslflachen unterschiedlich festgelegi. Bevorzugie Ausfuhrungsfornien dieses Verfah- 
rcns machcn von den oben. beschriebenen Merkmalen Gebrauch, 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlauieri. 

Beispiele 40 
l.Tesi auf Anii-HIV-Aniikorper mil mehreren Aniigen-spczifischcn Tcslflachen niillels Microspoi-Technologie 

Microspoi isi eine niiniaturisicne ultrasensitive Technologic, die ideal zur gleichzeiligen Beslimmung von verschie- 
dcnen Paraiiieiern in eineni einzigen MeBvorgang geeignet isU Ini Fall der Beslimmung von Anii-HIV-Anlikorpern wer- 
den vcrschiedcne HIV-Nachweisanligenc in sogenannten "Arrays jeweils einzeln miuels einer Ink jet-Methode auf eine 
Tesiflache (Spot) auf einem Polysiyroltrager aufgebrachi. Bci der Tesl durchfiihrung werden 30 pi mil Probenpuffer im 
Vcrhalmis 1 : 1 verdunnte Probe auf den mil Tcslflachen versehenen Tragcr pipetliert und 20 Minuien unter Schiilleln bei 
Raumicniperatur iakubien. Nach Absaugen der Probe und Waschen mil Waschpuffer werden 30 pi Reagenzlosung 1, die 
cine Mischung aller Digoxigenin-markierten HIV-Aniigene enihali, zugegcben und wiederum 20 Minuien unter Schiil- 
leln bci Raumlemperatur inkubiert. Nach Absaugen der Reagenzlosung 1 und Waschen mil Waschpuffer werden 30 pi 
Reagenzlosung 2 mil Nachwcisreagenz zugegcben. Als universelles Nachweisreagenz dienen 100 nni groBe, fluoreszie- 
rcnde Latex parti kel, die kovaleni mil einein Anti-Digoxigcnin-Aniikorper beschichtei sind. 

Dieses Nachweisreagenz wird wiederum 20 Minuien unier Schiilleln bei Raumtemperaiur inkubiert, anschlicBend ab- 
gcsaugi, gewaschen und trockengesaugl. Die Tcslflachen werden dann mil einem He-Ne-Lascr mil 633 nm Wellenlange 
bestrahll und die Fluoreszcnz bei 670 nm Wellenlange mil einer CCD-Kamera venncssen. 

Die Feslphase enihali spezifische Tesiflachcn.mil folgenden immobilisienen Aiiiigenen: 

. - rekonibinanies p24 Polypepiid • . 

- rekombinanle Reverse Transkripiase (RT); 

- gp41-Peptid 1 . : . 

- gp41-Pepiid2., 

Als l^benpurt'er wurde ein 50 inM Tris-Puffer pH 7,6 mil folgenden Zusaizen verwcndei: 0,05%.Twcen 20, 0,5% 
Rinderscrumalbumin (RSA), 0,1 % Rinder-IgG. 0,01 % Methylisoihiazolon, 3% Pepion. - 65 

Als Reagenzlosung -1 wurdc der oben beschriebe;ic Probe npulTer vcrwendct, der folgende icstspczifische Antigcnc 
cnthalt: - . 
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- Digoxigcnin-iiiarkiencs, rckonibinanles p24 

~ Digoxigcnin-iiiarkicTlc, rekoiiibinanic Reverse Transkriptase 

- Digoxigenin-inarkiertcs gp41-Peplid 1 

- Digoxigcnin niarkicncs pg41-Peptid 2. 

5 

Als Rcagenzlosung 2 wurdc cin 50 iiiM Tris-Puftcr pTT 8,0 mil folgenden Zusatzcn verwendei: 0.05% Twecn 20, 0,9% 
NaCl, 0,5% RSA, 0,1% Naazid und 0.01% von fluoreszenzinarkierlcn, eineni inonoklonaien Ann-Digoxigcnin-Anlikor- 
per beschichieien Laiexpanikeln. 

10 2. Vcrgleich eines Anii-HIV-Aniikorper-Tcsis ini Microspoi-I^oniiai zu konveniioncllen Methodcn 

In diesein Versuch wurden sogenannte Scrokonversionsproben vernicssen. Diese Proben sind zcillich aufeinandcrrol- 
gende AbnahiTien verschiedener Personen, deren Seruinbefund von HTV-negativ nach HlV-posiliv konveriien. Je sensi- 
liver einc Tcsiinclhodc ist, desio Iruher kann ein HTV-spezifisches Antikorpcr-Signal nachgcwicscn werdcn. Die Proben 
15 wurden niit der erfindungsgemaBen Melhode (Microspot) und vej^leichend mil einer bckannicn. Mel bode (Enzyinun®, 
von Boehringer Mannheim) veniiessen. Die dabei verwendeten, HIV-spezifischen Einsaizstoftc waren in beiden Teslsy- 
stemen identisch, die sich daher vor allem nur durch die gelrennte Einzelspol -Analyse unierscheiden. In der nachfolgen- 
den labelle sind die Cui-ofl'-Indices (Cui-off-Indcx = Signalprobe-^ignalunteiEtund/^xSignalNegauvkonioUe) cier beiden Mc- 
thoden aufgelragen und zusatzlich mil Westernbloi-Dalen verglichen: 
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Serokonversions- 

Tag der 

p24 

RT 

gp41- 

Kl>41- 

Westem- 

Enzymun® 

Panel der Fa. BBI* 

Abnahme 



Peptid 1 

Peptid 2 

Blot 


R 2. Abnahme 

2 

0.0 

0.0 

0.0 

1.3 

negativ 

0.5 

3. Abnahme 

7 

22.2 

0.0 

0.0 

2.4 

indifferent 

15.4 

4. Abnahme 

13 

17.4 

2.6 

4.4 

36.4 

positiv 

36.0 

AB 1, Abnahme 

0 

0.0 

0.0 

0.6 

0.0 

negativ 

0.3 

2. Abnahme 

28 

0.0 

0.0 

0.4 

1.1 

•negativ 

0.7 

3. Abnahme 

33 

0.0 

0.0 

5.5 

54.4 

negativ 

24.2 

4. Abnahme 

35 

0.8 

0.2 

6.0 

33.2 

positiv 

26.7 

5. Abnahme 

37 

15.2 

5.1 

4.6 

33.0 

positiv 

28.9 

AD 5. Abnahme 

21 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

negativ 

0.3 

6. Abnahme 

25 

0.2 

0.0 

1.6 

3.7 

positiv 

0.9 

7. Abnahme 

28 

14.1 

0.3 

11.1 

65.5 

positiv 

24.5 

AG 3. Abnahme 

13 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

negativ 

0.4 

4. Abnahme 

27 

0.0 

0.0 

0.0 

1.1 

negativ 

0.6 

5. Abnahme 

34 

6.0 

5.3 

0.0 

106.9 

positiv 

8.1 

6. Abnahme 

50 

6.1 

5.4 

0.0 

65.4 

positiv 

3.1 

7. Abnahme 

78 

1.0 

6.8 

0.0 

23.9 

positiv 

1.6 

8. Abnahme 

163 

1.5 

5.3 

0.0 

4.9 

positiv 

0.6 

9, Abnahme 

194 

2.3 

2.5 

0.0 

2.8 

positiv 

0.7 

AI 1. Abnahme 

0 

0.0 

0.0 

1.2 

o;i 

indifferent j 

0.8 . 

2. Abnahme 

7 

0.6 

0.5 

54.7 

44.9 

positiv 

30.2 

3. Abnahme 

11 

1.1 

0.7 

18.8 

22.5 

positiv 

30.2 


55 * Boston Biomedica Inc. .■■ . 

Dieser Vergleich zeigi, daB durch die Aufteilung'in Einzelspois mil jeweils opiiinalcn Aniigenkonzeniraiionen die 
Sensiii vital ini Vergleich zu bekannlen Tests deullich verbessert werden konnle. Von den 5 Serokon versions-Panels v^^er- 
den 7 Ahnahnien fruher positiv erkanni. Dies entsprichi je nach Panel einer friiheren Deleklion der HIV-Infeklion von 3 
60 bis 7 Tagen. Auch ini Vergleich /uni Weslernblot wurde eine deulliche Steigerung der Sensiii vital tnit 6 fruher erkannien 
Abnahnien erreichl. 

3. Vergleich einer konibinierten Besiininiung von HTV p24-Antigen sowie Anti-gp41- und Anli-KT-Antikorpem ini Mi- 

crospotlbrniat zu konveniioncllen Methodcn 

Zur Evaluierung der Sensitiviiat wurden wiedcruni sogenannic Serokon version sproben veniiessen. Die Bestimniung 
crlblgte mil der erfindungsgcinaBcn Methode (Microspot) und die dabei erhalienen Daien wurden mil den dcrzeil beslen 
verfugbarcn Anti-HIV-Tests (siehc Dalenblalter der Herslelier von Serokon vcrsionspancls, z. B. Finna BBI) bzw, mil 
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dcni l:nzyiHun®-Koinbinanonsiesi von Bochringcr Mannheim (konibinieric Bcsiiiiiniunc von p24-Ani!gcn unci Anii- 
inV-Anlikorpcm) verglichcn. 

Fiirdas Microspoilcsi formal wurdcn folgendc (wic in Bcispici 1 hcrgcsicilic) Teslflachcn (Ein/A-Hspois) vcrwcndci: 

- nionoklonalcr Anii-p24-Anlik6rpcr A ziir Bcsiimmiing dcs p24-Aniigcns von HTV Subiyp B 

- nionoklonalcr Anii-p24-Aniik6rpcr B zur Bcsiiiumung dcs p24-Anngcns von HIV Subiyp B und O 

- gp41-Pepiid 1 zur Bcsiinuuung von Aniikorpcm gcgcn gp41 

- gp41-Pepiid 2 zur Besiinunung von Aniikorpcm gcgcn gp41 

- rckombinanic Reverse iranskripiasc (Rl') zur Bcsiiiumung von Aniikorpcm gcgcn Rl". 

Die ini Mikrospoi-Test verwendcien TITV-spezifischen liinsalzsiolTe warcn vcrgleichbar mil den im linzymun®-lcsi 
vcrwcndcien EinsaizsiolTcn, so daB sich dcr Microspoi-Tesl von Enzymun®-Mcihodc vor aUcm nur durch die gelrennic ^ 
Rin/elspoianalvse unierscheidci. Tn dcr nachfolgenden Tabelle sind die Cul -Oft- Indices (Resiinnuung siehc Bcispiel 2) 
der bciden Methodcn aufgelisicl und zusalzlich mil den bishcr bekannien sensiiivsicn Anii-HIV-Tcsis vcrglichen. 


Serokonversions-Panel 

MAK 

MAK 

RT 

gp41- 

gp41. 

sensitivster 

Enzymun 


(Fa. BED* 

<p24>A 

<p24>B 


Peptid 1 

Peptid 2 

<HIV>-Test 

Kombi 


Q 1. Abnahme 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.3 

negativ . 

0.30 

20 

2. Abnahme 

24.4 

48 

0.0 

0.0 

0.0 

ncgativ 

' 0.66 


3. Abnahme 

246 

435 

0.0 

0.0 

0.0 

negativ 

3.47 


4. Abnahihc 

nd 

nd ' 

nd 

nd 

nd 

positiv 

2.30 


W 6. Abnahme 

0.1 

0.0 

0.1 

0.0 

0.1 

negativ ^ 

0.30 

25 

. 7. Abnahme 

0.5 

1.1 

- 0.0 

0.0 . 

0.1 

negativ 

0.32 " - 


-S.Abnahnie 

5.8 

14.1 

„ 0.1 

0.0 . 

0.1 . 

negativ / 

0.41 


9. Abnahme 

529 

806 

0.0 

0.0 

0.0 , 

positiv 

10.1 


Z 2. Abnahme 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

negativ 

0.31 

30 

3. Abnahme 

20 

25.S 

0.1 

0.0 

0.1 ' 

negativ 

0.61 


4. Abnahme 

226 

262 

0.0 

0.0 

0.0 

negativ 

2.96 


" 5. Abnahme 

0.9 

1.1 

3.7 

82.6 

277 

positiv 

18.0 


AD 2. Abnahme 

0.0 

0.0 

0.0 

0.0 

0.1 

negativ 

0.30 

35 

3. Abnahme 

2^ 

6.4 

0.1 

0.0 

0.1 

negativ 

0.33 ^ 

4. Abnahme 

96.8 

200 

0.0 

0.0 

0.0 

negativ 

1.5 


5. Abnahme 

663 

832 

0.0 

0.0 

0.0 

positiv 

>23.3 


6. Abnahme 

549 

709 

0.6 

2.7 

2.8 

positiv ^ 

>233 


AF 3. Abnahme 

0.1 

0:6 

0.2 

0.0 

0.2 

negativ 

0.31 

40 

4. Abnahme 

0.4; . 

. 1-7 : 

. .0.0 

.0.0 

0.02 

negativ 

0.30 


5. Abnahme 

2.1 

4.6 

0.02 

0.0 

0.0 

negativ 

0.34 


6. Abnahme - 

31.2 

61.6 

0.1 

2.9 

204 

positiv 

18.0 



- * BBl Boston Biomedica Inc. 

-Diescr Vergicich zeigt, daB die kombinierle Besiinunung von p24- Antigen und HTV-Aniikorperh diirch das Microspoi- 
Tesiformai ini Vergleich zu konveniionellen Meihoden deutlich verbesserl werden kann. So is! dcr kombinierle Micro- 
■ spoi-Tesi'um ein Viellaches sensiiiver als der Enzymun®- Kombiiesl, bei dem alle Antigene und Ahiikorper in gcmischier 
Fonii vorliegen. Bei deh gepriiften fiinf Serokonversionspanels wurden ini Vergleich zuni scnsiiivsten Anlikbrpenest 50 
neun Abnahn»en, im Vergleich zum Enzymun®- Kombi lesl immer noch sechs Abnahmen friiher positiv deiekiiert. 

4, Kombinierle Beslimmung von p24-Antigen und An ii-p24- Aniikorpcm nach dem Riickiiu-aiionsprinzip 

Zur kombinierlcn Besiinunung des p24-Aniigens und von Aniikorpcm gegen p24 im selben Array-Sysiem wurdc ein 55 
p24-Aniigcn-'iesi im Sandwicht'omial und ein Anli-p24-Aniik6rpcr- rcsl im Kiickli i ration stbnnaidurchgeluhrt. 

Es wurdcn Arrays mil folgcnden p24-spczifischcn Rcagenzicn jewcils auf Einzelspois (siehc Bcispiel 1) hcigesiclli: 

(a) Panel mil p24-Anligen und Anii-p24-Aniikorper-Tesi: , 

(i) p24-Aniigen-Tesl: . . . . ^ 
Tesiflachc 1: nionoklonalcr A nli-p24-Anlikorper A Fab*-Fragnicni, bioiinylierl (l(X)pg/ml) 

Tesiflache 2: nionoklonalcr A nii-p24- A nlikorpcr B Fab'-Fragmeni, bioiinylierl (lOOpg/ml) 

(ii) An!i-p24-Tcsl im Ruckiilraiionskpnzepi: 
Tesiflache 3: biolinylienes p24-Aniigcn (0,3 pg/mj) 

(b) Verglcichspanel mil Anti-p24-Aniikbrpenesi im Bruckenkonzepi: 65 

biolinylienes p24-Aniigcn (14 pg/ml) . j . . • 

Bei dcr Testdurchfuhrung. wurdcn zu jcdcm Panel 30 pi mil PrpbenpulTcr im Vcrhalinis 1 : 1 vcrdiinnie Probe pipeiiicn 
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unci 45 iiiin unicr Schulieln bci 37"C Inkubaiionsieiiipcraiur inkubien. Nach Absaugcn dcr Probe unci Waschcn mil 
WaschpulTer wurdcn 30 pi Rcagcnzlosung 1, die cine Mischung allcr Digoxigcnin-iiiarkiericn HIV-Aniigcnc und ITIV- 
Aniikorpcr cnihali, zugegcbcn und 10 niin unter Schulieln bci 37"(' inkubicri. 
Folgende p24-spczifischc Rcagenzien wurdcn cingeseiz!: 

(a) Panel mil p24-Antigen- und Anli-p24-Anlikorper-Tesi: 

~ nionoklonaler An!i-p24-Anlik6rpcr D F(ab')2-Fragnicni, digoxigenylieri (5(X) ng/inl) 

- nionoklonaler Anli-p24-Aniikorper E F(ab')2-Fragiuenl, digoxigenylieri (5(X) ng/iul) 

(b) Vergleichspanel mil Anii-p24-Anlik6rpcnesi ini Briickenkonzept: 

- digoxigcnylieries p24-Aniigen (30 ng/iul) 

Nach Absaugen der Reagenzlosung 1 und Waschcn mil WaschpulTer wurdcn 30 pi Rcagcnzlosung 2 mil Nachwcisrca- 
genz (siehe Reispiel 1) zugegeben. Dieses Nachweisreagenz wurde 5 niin unier Schulieln bci 37^C inkubien, anschlie- 
Bend abgesaugt, gewaschen und getrocknct. . 

Das Tcslfeld wurde mil eineni He-Ne-Laser der Wclienlange 633 nm bcslrahli und die Fluoreszenz bci ciner Wcllen- 
lange von 670 nm mil einem kontbkaien Lasei--Scanner vermesscn. 

Mil beiden Panels wurden vergieichend 11 fiir HIV negative und 19 fiir HIV positive Proben vemiesscn: Die Cui-OtT 
Indices (COT) fur beide Testformaie sind in der folgenden Tabellc angegeben. 
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X 1 vUCUIlUUIUld 

rOI <d24> ' 

-COI <d24> 


Rucktitration* • 

Bruckenformat** 

Neffativlcontrolle 

2412 Cts ^ 

93 Cts 

X UalU VKUIIU UUv 

1276 Cts 

24651 Cts 

iNegaiivproDe 143 


0 1 

iNegauvproDe lyo 

1 

0 ? 

Neganvprooe 122 


0 1 

V. 1 

iNegativproDe lou 

1 .41 


iNcgaUVprODC 141 


0 2 

-INcgaUVprODw lOo 

1 .^0 

0 2 

iNegauvproDc 

1 IR 

0 2 

ir% CgaU V |ll UUw ^Ov 

1 42 

0.2 


1 32 

0.2 

INcgallVproDc 2Ui 

1 .•JH 

0 3 

V.J 

iNegailvprODc Mil 

1 11 
1 .J J 

0 2 

rosiuvproDe 1^4 

U.J 1 

514 

rositivproDe 132 

1/.4/ 

^17 

Posibvprobe 130 

U.42 

34 / 

rosiuvproDc ijo 


471 

rOSluVpFODC lOJ 

U.n / 

J7 1 

t^osiuvproDe 1 /o 

n 10 

u. 

Jv J 

i^OSiuVprODC ZUn 

n 10 

511 

rosiuvproDe 10/ 

rt 10 


Positivprobe 221 

0.79 

JjI 

rosiuvproDe 1/4 

A 1A 

JUD 

rositivproDe 25 ^ 

A 

5nA 

3UO 

Positivprobe 150 

0.7o 

>177 

422 

x'osiuvproDe J /y 

A 


Fusiuvprouc 


573 


0.60 

491 

Positivprobe 203 

0.35 

573 

Positivprobe 147 

0.72 

610 

Positivprobe 285 

0.47 

584 

Positivprobe 289 

0.30 

496 


COI = Signalp,^-Si9naly„,erBmnd/0,7xSignalNegath^ontrote; COI > 1 ,0 = negativ 
COI = SignaUot^-Signaly„,,,(^/2xSignalMeo«K,kontr<riie; COI > 1,0 = positiv 

Sowohl alle ncgaiiven als auch alle posiiiven Proben konnien iiiii deiii Ruckiiiraiionsprinzip richiig deiekiien wcrden. 
Durch die wcchselwirkungsfrcie Koinbinaiion von p24-Aniigen-und Anii-p24-Aniikorper-Tesis konnen Serokonvcrti- 
onsproben friiher detekiicrl werden und die Sichcrheii vor falsch negativen Deiekiionen xusaiitlich erhohi wcrden. 

5. Verbesserung dcr Tesispezifitai durch Teslflachen-spezifische Cui-Otf-Berechnung 

In bishcr vcrTiigbaren Roulinciesis werden allc fur die Bcslininiung notwcndigen Aniigenc und Antikorper vennischi 
und eine fur dieses Geniisch opiiniale Cui-Ori-Grcnze Icsigeicgi. Diese wird durch die unspezilische Bindunc des 
"schlechicsicn" Einsarzsioftes besiiiniiii. Durch die erfindungsgciiiaBe Microspoi-Technologie kann man hingcgen cine 
Tcsiflachcn-spczifischc('ui-On"-Berechnung, die fur jcdcn Einsaizsioff spezifisch isi, durchfuhren. 

Bci idcniischer Berechnung des Cui-GlT-Weris (COI = Signalp„j^-Uniergrundp,i^2 x Unicrgrund.s-cgativVoiujoiic) der 
cinzclnen Tcsiflachcn konnic mil dein fflV-Kombinaiionsiesi (Bcispiel 3) in 1264 Proben tblgende Spezifiiai circichl 
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wcrdcn: 

- p24-An!igen: 1(M)% 

- Anii-TTIV-Aniikorpcr-'rcsl: 99,52% (scchs falsch positive Bcsiiuiiuungen). 

S 

Da die falsch posilivcn Besliiuiiiungcn ausschlieBlich in den beiden Testflachen fiir gp41 Peplid 2 und Reverse Tran- 
skripiase aufiraten, wurden die Cut-OlT-Grenzcn fur diese Tcslflachen auf folgende Grcnzwcnc hcraurgeselzl: 
gp41-Peplid 2: CO! = Signalp,x)bc-Un!ergrundprobe/5 xUnicrgrundNegaiivkoniioiie 
RJ: COI = Signalp,.obeUnlergrundprobe/3 x UniergrundNepaiivkoiuroiie. 
lu Auf diese Weise konnie die Spezifiiai dcs TTIV-Tests von 99,52% auf 99,92% (nur noch eine einzige falsch posiiive 
Besiiininung) verbessert werden, Auch die Sensitivtai des Tcsis blieb unbeeinflussi, da dcr Cui-OlT-Index dcs sensiliven 
p24-Anligenlesls nicht veranderl wurdc. So kann bei unverandert hoher Sensiti vital eine deutliche Verbesscrung der Spe- 
zifiiai erzieli werden. 

15 Patent anspmchc 

I. Veilahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, umfassend die SchriUe: 

(a) Bereiistellen einer Fest phase, die einen nicht porosen TVager und mindestens zwei raumhch geircnnie Test- 
flachen umfaBt, wobei die Testflachen jeweils unierschiedliche, iiiiniobilisierte analylspczifische Rezeptoren 

20 enth alien, 

(b) Inkontaklbringen der Probe mil dcr Festphase und mindestens eineiii freien analylspezifischen Rezeptor, 
der eine signalgebende Gruppe tragi oder mil einer signalgebenden Gruppe bindefahig ist, und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des Analyten durch Beslimniung der signalgebenden 
Gruppe auf den Testflachen. 

25 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnel, daB der nachzuweisende Analyt eine homogene oder.he- 

terogene Population darstellt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gckcnnzcichncU daB dcr Analyt cine hctcrogcnc Antikdrpcrpopula- 
tion, ein Antig'engeinisch oder ein Gemisch von gegebenenfalls unterschiedlichen Antigenen und Antikorpern dar- 
stellt. 

30 4. Verfahren nach eineni der vorheigehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Testflachen einen 

Durchniesser von 0,01 bis 1 mm aufweisen. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Festphase durch sepa- 
rates, direktes spezifisches Aufbringen der unterschiedlichen analytspezifischen Rezeploren auf die raumlich ge- 
Urennieii Testflachen hergeslellt wird. 
35 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Beschichlung auf den 

Testflachen jeweils aus einem einzigen bindetahigen Molekultyp gebildet wird. 

7. Verfahren nach einem vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Festphase verwendel, 
die zusalzlich mindestens eine Kontrollflache umfaBt, die keinen analytspezifischen Rezeptor enthalt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi zum Nachweis aus dem 
40 Analyten und damit bindefahigen Reagenzien gebildelen Komplexen ein universelles Nachweisreagenz, insbeson- 

dere markierte Laiexpanikel verwendel werden, 

9. Festphase zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen nichtporosen 
Triiger und mindestens zwei raumlich gelrennle Tesifliichcn umfaBt, wobei die Testflachen jeweils unierschiedliche 
Reagenzien enlhalten, die spezifisch den zu besiimmenden Analyien binden. 

45 10. Festphase nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Testflachen jeweils unierschiedliche Reagenzien 

enlhalten, die an verschiedene Epitope oder/und Subtypen des Analyten oder/und an verschiedene Analyitypen bin- 
den. 

II. Festphase nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB der nichtporose Trager aus Polystyrol gebil- 
det ist. 

50 12. Festphase nach einem der Anspriiche 9 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Testflachen einen Durchmesser 

von 0,01 bis 1 mm aufweisen. 

13. Verwendung einer Festphase nach einem der Anspriiche 9 bis 12 in einem Immunoassay. 

14. Testkit zum Nachweis eines Analyten in einer Probe umfassend eine Festphase nach einem der Anspriiche 9 bis 
12 sowie markierte Nachweisreagenzien. 

55 15. Testkit nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB er als universelles Nachweisreagenz markierte Latex- 

parti kel enthalt. 

16. Verfahren zur gleichzeitigen Besiimmung eines Antigens und eines spezifisch gegen dieses Antigen gerichieten 
Anlikorpers in einer Probe, umfassend die SchriUe: 

(a) Bereiistellen einer Festphase, auf der in einer ersten Testflache ein mit dem zu besiimmenden Antigen bin- 
60 delahiger imniobilisiener Rezeptor und in einer raumlich davon geirennien zweiten Testflache ein mil dem zu 

besiimmenden Anlikorper bindetahiger imniobilisiener Rezeplor aufgebracht ist, 

(b) Inkontaklbringen der Probe mit der Festphase und einem freien analytspezifischen Rezeptor, der cine si- 
gnalgebende Gruppe tragi oder mil einer signalgebenden Gruppe bindefahig ist, und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des Antigens und des Anlikorpers durch Bcstim- 
65 mung der signalgebenden Gruppe auf der Festphase. 

17. Verfahren nach Anspruch 1 6, dadurch gekennzeichnet, daB dcr Nachweis des Antigens unier Verwendung eines 
Sandwich-Tests durchgel^iihrl wird. 

18. Verfahren nach einem der Anspriiche 16 oder 17. dadurch gekennzeichnet, daB der Nachweis des Anlikorpers 
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unicT Venvcndung cincs Riickiiirationskon/cpis durchgeluhn wird. 

19. Vcrfahrcn nach Anspruch 16 odcr 17, dadurch gckenn/A.Mchnci, daB dcr Nachwcis dcs Aniikorpcrs unicr VIt- 
wcndung cincs Briickcnkonzcpis durchgeluhn wird, 

20. Vcrfahrcn nach eincni dcr Anspriichc 16 odcr 17, dadurch gckcnnzcichnci, daB dcr Nachweis dcs Aniikorpcrs 
iinicr Vcrwcndimg cincs indirckien TcsiTonnais durchgellihrt wird. > 

21. Vcrfahrcn nach cincin dcr Anspriichc 16 his 20, dadurch gckcnn/cichncl, da6 die bindcfahigc Bcschichiung dcr 
crsien Teslflachc aus ininiobilisiencn Aniikorpcm gebildci wird, die spezilisch fiircin Epiiopdes nach/uwcisenden 
Antigens sind. 

22. Vcrfahrcn nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichncl, dati Anlikorper. die fiir unierschiedliche Subiypcn des 
nach/uweiscnden Antigens spezifisch sind, in separatcn Tcsiflachen aufgebrachi wcrden. lo 

23. Vcrfahrcn nach Anspruch 21 odcr 22, dadurch gekennzeichnet, daB der Anlikorper ausgewiihli wird aus viralen 
Aniikorpcm, insbesondcrc Anli-TTIV-I-Antikorpcm, A nii-ITTV- II- Aniikorpcm, Anii-HBV-Aniikorpcrn und Anli- 
HCV-Anlikorpem. 

24. Verfahren nach eineiu der Anspriichc 16 bis 23, dadurch gekennzeichncl, daB die bindcfahigc Bcschichiung der 
zweiien Teslflachc aus Antigenen gebildet wird, die spezifisch fiir den nachzuweiscnden Anlikorper sind. i5 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch" gekennzeichncl, daB die Aniigene ausgewiihli wcrden aus der Gruppc 
bestehend aus HIV-I, HIV-D, HBV und HCV. . 

26. Verfahren nach einein der Anspruche 1 6 bis 25, dadurch gekennzeichncl, daB es sich bci dcni zu besiinuiicnden 
Antigen uni HIV p24 und bci deni zu besiimniendcn Anlikorper uni Anii-p24 handcll. 

27. Verfahren nach einein der Anspriichc 16 bis 26, dadurch gekennzeichncl, daB eine nichtporose Fcsiphase vcr- 20 
wendel wird. 

28. Verfahren nach einein der Anspriichc 1 6 bis 27, dadurch gekennzeichncl, daB der Nachweis unicr Vcrwcndung 
von niarkierten Aniikorpcm, die gegen die Anaiyien gerichiei sind, durchgefuhrl wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichncl, daB die Markiemng ausgewahll wird aus fluoreszieren- 

den Gruppen, cheimluinineszierendcn Gruppen, radioakliven Markierungen, Enzymiiiarkierungen, farbigcn Mar- 25 - ^ 

kierungen und Solpanikeln. , 

30. Vcrfahrcn nach cincni dcr Anspriichc 16 bis 29, dadurch gekennzeichncl, daB dcr Nachweis unicr Vcrwcndung 
eines universellen Nachwcisreagenz, insbesondere niarkierlen Lalexpartikeln, durchgefiihrt wird. 

31. Vertahren nach eineni der Anspriichc 16 bis 30, dadurch gekennzeichncl . daB die Feslphase durch direklcs, sc- 
paraies Aufbringen der spezifisch bindefahigen Beschichiungen auf die einzelnen Testflachen hergesieili wird. 30 

32. Vertahren nach eineni der Anspriichc 1 6 bis 3 1 , dadurch gekennzeichncl, daB die Bcschichiung auf den Tcsifla- 
chen jeweils aus einein einzigen bindefahigen Molekiillyp gebildet wird. V 

33. Feslphase, zur gleichzeiiigen Besliininung eines Antigens und eines spezifisch gegen dieses Antigen gerichte- - 
ten AniikC3rpers in ciner Probe, unifassend niindesiens eine ersie Teslfliiche und niindeslens eine zweiic Teslflachc, 

dadurch gekennzeichncl, daB die ersle Teslfliiche eine spezifisch mil einein Antigen bindefahige Bcschichiung auf- 35 

weist und die zweiie Teslflachc eine spezifisch mil eineni gegen das Anligen gerichleten Anlikorper bindefahige Be- 

schichiung aufweisi, *' 

34. Feslphase nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichncl, daB die Beschichiungen hoinogen sind und jeweils nur 
einen einzigen Typ eines bindefahigen Reagenz enlhalten. 

35. Feslphase nach Anspmch 33 odcr 34, dadurch gekennzeichnel, daB die Teslfliichen auf einen nichtporoscn Trii- 40 
ger aufgebrachi sind. 

36. Feslphase nach Anspruch 35, dadurch gekennzeichncl, daB der nichtporose Trager aus Polystyrol gebildet isi. 

37. Feslphase nach cinem der Anspriichc 33 bis 36, dadurch gekennzeichnel, daB die einzelnen Teslfliichen einen 
Durch inesser von 0.01 bis 1 mm aufwciscn.. 

38. Vcrwcndung einer Feslphase riach einein der Anspriichc 33 bis 37 in eineni Immunoassay zum gleichzeiiigen 45 
Nachweis eines Antigens und eines spezifisch gegen dieses Anligen gerichleten Aniikorpcrs. 

39. Tesikit zur gleichzeiiigen Besliininung eines Antigens und eines spezifisch gegen dieses Anligen gerichleten 
Aniikorpcrs unifassend eine Feslphase nach eineni der Anspriichc 33 bis 37 sowie markierte NachweisreagenzJen. 

40. Tesikii nach Anspruch 39, dadurch gekennzeichnel, daB er ein universelles Nachwcisreagenz umfaBl. 

41 . Verfahren zum Nachweis eines Anaiyien in einer Prpbe, unifassend die Schrille: 50 

(a) Bereilslellen einer Feslphase, die einen Triiger und mindestens zwei riiumlich geirennie Teslfliichen uni- 
faBl, wobei die Teslfliichen jeweils unierschiedliche. immobilisierte analyispezifische Rezeploren enlhalten, 

(b) Inkontaklbringcn der Probe mil der Feslphase und mindestens einem frcien analylspezifischen Rezeplor, 
dcr cine signalgebende Gruppc tragi oder mil einer signalgebenden Gruppc bindefahig isl, und 

(c) Nachweisen des Vorhandcnseins oder/und der Mcnge des Anaiyien durch Beslimmung der signalgebenden 55 
Gruppe auf den lestflachen, wobei ein Signal oberhalb eines vorbesliniiiiicn leslttiichenspezifischen Grenz- 
wcrts als positiv und unierhalb eines vorbesiimmten lesifliichenspezifischen Grenzweris als negaiiv klassifi- 
ziert wii-d. 

42. Vertahren nach Anspruch 41, dadurch gekennzeichnel, daB die Grenzwcrte jeweils individucll fiir eine Testfla- 
che hesiimmi wcrden. ' 

43. Vertahren nach Anspruch 41 oder 42. dadurch gekennzeichnel, daB die Grenzwcrte fur mindestens 2 Teslflii- 
chen unierschiedlich feslgelegi wcrden. 
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